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Bisfenol A ima dokazane neželene učinke na zdravje ljudi, zaradi česar so prepovedali 
njegovo uporabo pri izdelavi otroških stekleničk in termičnega papirja. Posledično se je s 
tem razširila uporaba njegovih analogov, med drugimi tudi bisfenola S. Bisfenol S se 
uporablja kot monomer pri izdelavi polikarbonatne plastike in epoksi smol, iz katerih so 
narejene plastenke, vsebniki za hrano, otroške stekleničke in igrače. Zaradi podobne 
strukture kot bisfenol A, ima tudi bisfenol S agonistično estrogeno delovanje in ga 
uvrščamo med kemične motilce endokrinega sistema, vendar so neželeni učinki v 
primerjavi z BPA slabše raziskani. BPS lahko vpliva na nastanek in razvoj različnih 
bolezni, povzroča tudi motnje v razvoju ploda. Zaradi toksičnih učinkov je pomembno, da 
se čim hitreje izloči iz telesa. Najbolj znana in raziskana presnovna pot BPS je 
glukuronidacija, ki jo katalizirajo encimi iz družine uridindifosfat glukuronoziltransferaz. 
Sulfatiranje bisfenola S, v prisotnosti sulfotransferaz poteka v manjši meri in je zaradi 
slabše raziskanosti glavna tema te magistrske naloge. 
Sulfatiranje bisfenola S smo izvedli in vitro, s citosolnimi frakcijami človeških jeter, ki za 
razliko od mikrosomov vsebujejo sulfotransferaze. Po določitvi pogojev začetne hitrosti 
reakcije sulfatiranja, smo le-to izvedli in vzorce analizirali z metodo LC-MS/MS. Z 
izdelavo in uporabo umeritvene krivulje smo dobili koncentracije nastalega BPS sulfata ter 
izračunali hitrost nastajanja produkta. S pomočjo Michaelis-Mentenove enačbe smo 
izračunali navidezne encimske parametre 𝐾𝑀 (71,74 µmol/L) in 𝑣𝑚𝑎𝑥 (0,8086 
nmol/min/mg proteinov) ter intrinzični očistek (0,0113 mL/min/mg), ki smo ga 
ekstrapolirali na celoten organ (19,47 mL/min/kg). Za boljše razumevanje metabolizma 
bisfenola S, smo pridobljene parametre sulfatiranja primerjali s parametri glukuronidiranja, 
ki so že bili opisani v različnih študijah. Ugotovili smo, da imajo sulfotransferaze poleg 
uridindifosfat glukuronoziltransferaz zmerno visoko afiniteto do bisfenola S, vendar je 
hitrost njegovega sulfatiranja mnogo nižja od hitrosti glukuronidiranja. To pomeni, da v 
metabolizmu bisfenola S glukuronidacija prevlada, kar se sklada tudi s podatki iz ostalih 
objavljenih študij in vitro in in vivo.   
Ključne besede: bisfenol S, kemični motilci endokrinega sistema, sulfatiranje, 




Due to the proven adverse effects on human health, the authorities banned the use of 
bisphenol A and thus expanded the use of its analogues. One of them is also bisphenol S 
which is used as a monomer in the manufacture of polycarbonate plastics and epoxy resins 
from which bottles, food containers, baby bottles and toys are made. Due to its similar 
structure to bisphenol A, bisphenol S too exhibits endocrine activity and is classified as a 
chemical disruptor of the endocrine system, however it is less well studied compared to 
bisphenol A. It can affect the onset and development of various diseases, furthermore it 
also causes disorders in fetal development. As it endangers our health, it is important that it 
is eliminated from the body as rapidly as possible. The most known and researched 
metabolic pathway of bisphenol S is glucuronidation, which is catalyzed by enzymes from 
the uridine diphosphate glucuronosyltransferase family. Sulfation of bisphenol S in the 
presence of sulfotransferases takes place to a lesser extent and is due to poor research also 
the main topic of this master's thesis.  
Sulfation of bisphenol S was performed in vitro with cytosolic fractions of human liver, 
which, unlike microsomes, contain sulfotransferases. After determining the initial reaction 
rate conditions, bisphenol S sulfation was performed and samples were analyzed by LC-
MS/MS method. The calibration curve method was used to obtain the concentrations of the 
formed bisphenol S sulphate and to calculate the rate of product formation. Using the 
Michaelis-Menten equation, the apparent enzyme parameters 𝐾𝑀 (71,74 µmol/L) and 𝑣𝑚𝑎𝑥 
(0,8086 nmol/min /mg protein) were calculated. Intrinsic clearance (0,0113 mL/min /mg) 
was also calculated and extrapolated per whole organ (19,47 mL/min/kg). To better 
understand bisphenol S metabolism, the obtained sulfation parameters were finally 
compared with the glucuronidation parameters described in various studies. Our results 
show that while the sulfotransferases have a moderately high affinity towards bisphenol S, 
the reaction rate is relatively low, therefore the glucuronidation pathway prevails over 
sulfation in bisphenol S metabolism, which also corresponds with data from other in vitro 
and in vivo studies. 
Key words: bisphenol S, endocrine disrupting chemicals, sulfation, sulfotransferases, 




APS adenozin 5'-fosfosulfat 
ATP adenozin trifosfat 
BPA bisfenol A 
BPS bisfenol S 
ClH jetrni očistek 
Clint intrinzični očistek 
Clint,o intrinzični očistek, ekstrapoliran na celoten organ 
CYP450 citokromi P450 
DMSO dimetil sulfoksid 





kemični motilci endokrinega sistema (ang. endocrine disrupting 
chemicals) 
Eh jetrno ekstrakcijsko razmerje 
ER estrogenski receptor 
ES kompleks encim-substrat 
Et celotna koncentracija encima 
IUPAC 
Mednarodna zveza za čisto in uporabno kemijo (ang. The International 
Union of Pure and Applied Chemistry) 
V 
 
k hitrostna konstanta 
kcat katalizna konstanta 
KM Michaelis-Mentenova konstanta 
LC-MS/MS 
tekočinska kromatografija s tandemsko masno spektrometrijo (ang. 
Liquid Chromatography with tandem Mass Spectrometry) 
logP logaritem porazdelitvenega koeficienta 
MeOH metanol 
MgCl2×6H2O magnezijev klorid heksahidrat 
MRM multirezidualna analiza (ang. multiple reaction monitoring) 
MS masna spektrometrija 
Na2HPO4×12H2O natrijev hidrogenfosfat dodekahidrat 
NADPH nikotinamid adenin dinukleotid fosfat 
NaH2PO4×H2O natrijev dihidrogenfosfat monohidrat 
P produkt 
PAPS 3'-fosfoadenozin 5'-fosfosulfata 
pKa desetiški logaritem vrednosti ionizacijske konstante 
PPARG 
gama receptor, aktiviran s peroksisomskim proliferatorjem (ang. 
peroxisome proliferator-activated receptor gamma) 
Qh pretok krvi skozi jetra 
S substrat 




UGT uridindifosfat glukuronoziltransferaze 
UHPLC 
tekočinska kromatografija ultra visoke ločljivosti (ang. Ultra-high 
performance liquid chromatography) 
v0 začetna hitrost encimske reakcije 
vmax maksimalna hitrost encimske reakcije 




1.1 KEMIČNI POVZROČITELJI ENDOKRINIH MOTENJ 
Kemični povzročitelji endokrinih motenj oziroma kemični motilci endokrinega sistema 
(ang. endocrine disrupting chemicals, EDC) so eksogene snovi, ki preko sprememb v 
delovanju hormonov povzročajo neželene učinke na zdravje organizma (1). Poznamo več 
njihovih različnih delitev v skupine, v grobem pa jih delimo na spojine naravnega 
(fitoestrogeni in flavonoidi, ki so prisotni v rastlinah) in sinteznega izvora (industrijske 
kemikalije, plastifikatorji, pesticidi, fungicidi, farmacevtske učinkovine). Motilci 
endokrinega sistema se vsakodnevno uporabljajo v industriji, kmetijstvu in domačem 
gospodinjstvu (2). 
 
Slika 1: Vrste kemičnih motilcev endokrinega sistema. 
Ljudje vnesemo kemične motilce endokrinega sistema v telo na različne načine:  
 peroralno z uživanjem kontaminirane vode in hrane,  
 preko kože z nanašanjem različnih kozmetičnih izdelkov, sončnih krem, dermalnih 
farmacevtskih pripravkov ali s stikom z onesnaženimi površinami, npr. s termalnim 
papirjem,  























 intravensko z intravenskimi katetri, ki vsebujejo ftalate.  
Možen je tudi prenos preko placente ali materinega mleka na otroka (2).  
Kemični motilci endokrinega sistema imajo po navadi dolg razpolovni čas in se lahko v 
okolju nahajajo še dolgo po tem, ko niso več v uporabi, hkrati pa so lahko škodljivi za ljudi 
in živali že v zelo nizkih koncentracijah. Kronična izpostavljenost njihovim nizkim 
koncentracijam lahko privede do nastanka nekaterih vrst raka, debelosti, sladkorne in 
srčno-žilnih bolezni, lahko pa vpliva tudi na zmanjšanje plodnosti. Med neposredno 
izpostavljenostjo ni nujno, da se pokažejo bolezenski znaki. Lahko se manifestirajo šele v 
odrasli dobi ali med staranjem, zato je vpliv endokrinih motilcev v posameznih 
bolezenskih stanjih težko določiti (2). 
Za endokrine motilce je značilno, da preko genomske in negenomske poti vplivajo na 
prepisovanje tarčnih genov, sintezo hormonov, njihov transport, metabolizem in izločanje. 
Delujejo preko vezave na različne receptorje, kot so: estrogenski, androgeni, tiroidni in 
glukokortikoidni, vežejo pa se lahko tudi na receptorje v plazemski membrani (3, 4). 
Snovi, ki izkazujejo agonistično estrogensko aktivnost z vezavo na estrogenske receptorje 
(ER), imajo podobne strukturne elemente kot hormon 17β-estradiol (E2) (slika 2), ki je 
najpomembnejši naravni estrogen z največjo jakostjo delovanja. Glede na funkcionalne 
skupine se lahko vežejo na dve izoobliki jedrnega receptorja, ERα in ERβ, ki se nahajata v 
različnih tkivih v telesu. Med seboj se razlikujeta v nekaj aminokislinah v vezavnem žepu 
ter tako omogočata selektivnost ligandov. Oba receptorja imata podobno afiniteto do E2, 
pri čemer pride do hidrofobnih interakcij in do tvorbe vodikovih vezi med hidroksilnimi 
skupinami v molekuli E2, molekulami vode in aminokislinami, ki sestavljajo vezavno 
mesto na receptorju. Na splošno kemični motilci delujejo v 100 do 1000-krat večjih 
koncentracijah kot E2, hkrati pa lahko z endogenim E2 ali v njegovi kombinaciji z drugimi 
snovmi, privedejo do aditivnih ali sinergičnih učinkov (3–5).  
Med spojine, ki motijo delovanje estrogenskega sistema, sodijo tudi bisfenoli in njihovi 
metaboliti. Bisfenoli se v velikih količinah uporabljajo za izdelavo polikarbonatne plastike, 
iz katere so med drugimi narejene tudi plastenke za vodo in vsebniki za hrano, zato smo 
jim ljudje vsakodnevno izpostavljeni. Najbolj razširjena je uporaba bisfenola A (BPA), 




1.2 BISFENOL S 
Zaradi dokazanih neželenih učinkov na zdravje, so pristojni organi omejili uporabo BPA. 
Proizvajalci so tako postopoma začeli nadomeščati BPA z njegovimi strukturnimi analogi, 
ker imajo podobne fizikalne in kemične lastnosti (preglednica I) (6). Eden izmed teh 
analogov je tudi BPS.  
Preglednica I: Primerjava fizikalnih lastnosti BPS in BPA, prirejeno po (7). 
 bisfenol S bisfenol A 
IUPAC ime 4,4'-sulfonildifenol 2,2-bis(4-hidroksifenil)propan 
molekulska formula C12H10O4S C15H16O2 
molekulska masa (g/mol) 250,27 228,29 
temperatura vrelišča (°C) 240-241 220 (pri 4 mm Hg) 
temperatura tališča (°C) 245-250 158-159 
pKa 8,2 (pri 25 °C) 9,6 
logP 1,2 3,3 
topnost (mg/L) 1100 (pri 20 °C) 120-300 (pri 25 °C) 
BPS so prvič sintetizirali leta 1869, kot nadomestek BPA v izdelkih za vsakdanjo rabo pa 
se je začel uporabljati leta 2006. Vsako leto se ga proizvede ali uvozi od 1.000 do 10.000 
ton (v Evropskem gospodarskem prostoru) (7). BPS je organska spojina z molekulsko 
formulo C12H10O4S. Sestavljena je iz dveh benzenskih obročev, ki ju povezuje sulfonilna 
skupina (slika 2). Na vsakemu izmed obročev je para-hidroksilna skupina, ki je ključna za 
vezavo na estrogenske receptorje. Pri sobnih pogojih je bela, kristalinična snov, ki je topna 
v etanolu, izopropanolu, acetonitrilu in acetonu. Uporabljajo ga v obliki monomera pri 
izdelavi polikarbonatne plastike, epoksi smol in kot nadomestek BPA v termičnem papirju, 
ker ima visoko toplotno stabilnost (7–9).  
                    
Slika 2: Kemijski strukturi bisfenola S in 17β-estradiola. 
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Iz polikarbonatne plastike in epoksi smol so izdelani številni izdelki, ki jih ljudje 
uporabljamo v vsakdanjem življenju. BPS tako najdemo v kozmetičnih izdelkih in izdelkih 
za osebno nego (geli za tuširanje, izdelki za nego las, ličila, zobne paste), v različnih vrstah 
papirja, otroških stekleničkah in igračah, premazih za pločevinke, plastičnih vsebnikih za 
hrano, plastenkah za vodo in sokove, kot tudi v sami hrani (mlečni izdelki, meso in mesni 
izdelki, zelenjava, konzervirana hrana, itd.). Prav tako lahko BPS zasledimo v sobnem 
prahu, v zunanjem okolju pa v površinskih vodah, sedimentu in odplakah (10).  
Recikliranje termičnega papirja, skupaj z ostalimi vrstami papirja, lahko privede do 
navzkrižne kontaminacije z BPS v recikliranem papirju, iz katerega nato izdelajo papirnate 
brisače, škatle za shranjevanje hrane, letake, časopise, vstopnice, revije, ipd. Ocenjen 
dnevni vnos BPS preko kože zaradi rokovanja s termičnim papirjem znaša 4,18 ng/kg 
telesne mase/dan za splošno populacijo in 312 ng/kg telesne mase/dan za osebe, ki so temu 
poklicno izpostavljene (11).   
BPS lahko v telo vnesemo ne le preko kože z nanosom kozmetičnih izdelkov in 
rokovanjem s papirjem, ampak v večjem delu tudi peroralno, z uživanjem hrane ali vode, v 
katere se izluži iz vsebnikov in pločevink. Ocenili so, da znaša dnevni vnos BPS s hrano 
1,31 ng/kg telesne teže/dan za odrasle in 2,49 ng/kg telesne teže/dan za otroke (12). 
Vnesemo ga lahko tudi z vdihovanjem onesnaženega zraka ali prahu, poleg tega pa prehaja 
tudi z matere na otroka preko placente ali materinega mleka in je za to populacijo še 
posebej nevaren (13). Izpostavljenost BPS je tako vseprisotna, kar dokazuje tudi podatek, 
da so BPS našli kar v 81% analiziranih vzorcev urina, in sicer v koncentracijah med 0,02 
ng/mL in 21,0 ng/mL (14).  
Zaradi povečane proizvodnje, daljšega razpolovnega časa, boljše toplotne stabilnosti,  
kopičenja v vodnem okolju in boljšega prehajanja skozi kožo, predstavlja BPS v primerjavi 
z BPA še večje breme za okolje in zdravje ljudi.  
1.2.1 METABOLIZEM BISFENOLA S 
Kemičnim snovem, ki so organizmu tuje, ker jih ta normalno ne proizvaja, pravimo 
ksenobiotiki. Mednje sodijo zdravila, pesticidi, industrijske kemikalije, onesnaževalci 
okolja, itd. Ker imajo lahko toksične učinke na telo, se to zavaruje na način, da jih 
metabolizira. Metabolizem je opredeljen kot serija med seboj povezanih kemijskih reakcij 
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v celici, ki jih telo potrebuje za ohranjanje življenja (15, 16). Glavni namen metabolizma je 
sprememba lipofilnih snovi v bolj hidrofilne, ki se nato hitreje izločijo iz telesa. Poleg tega 
ima pomembno vlogo pri razstrupljanju, saj zmanjša ali izniči biološko aktivnost 
ksenobiotikov. V nekaterih primerih pa so lahko metaboliti bolj toksični od izhodne 
spojine (npr. trifluoroocetna kislina, ki je metabolit halotana, N-acetil-p-benzokinonimin, 
ki nastane pri metabolizmu paracetamola, itd.) (15).  
Kemijske reakcije metabolizma ksenobiotikov delimo v dve fazi: 
 Pri reakcijah I. faze gre za pripenjanje polarnih funkcionalnih ali modifikacijo že 
obstoječih skupin, ki se lahko konjugirajo v naslednji fazi metabolizma. Pri tem se 
poveča hidrofilnost in zmanjša biološka aktivnost spojin. Najpogosteje potekajo 
reakcije oksidacije, ki jih katalizirajo encimi oksigenaze iz naddružine citokromov 
P450 (CYP450), ter hidrolize in redukcije (17). 
 Reakcije II. faze obsegajo konjugacije z glukuronsko kislino, sulfatom, 
glutationom in acetatom. S tem se še bolj poveča topnost spojin iz I. faze ali tistih, 
ki neposredno vstopijo v II. fazo, in se lažje izločijo z urinom ali žolčem (15).  
V I. fazi se BPS v manjši meri metabolizira do orto- in meta-hidroksi BPS (slika 3). 
Encima, ki katalizirata to reakcijo, sta CYP3A4 in CYP2C9. V II. fazi se s pomočjo 
encimov uridindifosfat glukuronoziltransferaze konjugira do BPS glukuronida, z encimom 
sulfotransferaza pa pride do nastanka BPS sulfata. Prav tako se lahko v tej fazi konjugirajo 
tudi oksidirani presnovki iz I. faze (18, 19).  
1.2.1.1 GLUKURONIDACIJA BISFENOLA S 
BPS se v večji meri metabolizira v jetrih do BPS glukuronida. Nekaj se ga pretvori tudi v 
črevesju. Encimi uridindifosfat glukuronoziltransferaze (UGT), ki katalizirajo to reakcijo, 
so polimorfni in se v telesu nahajajo v različnih tkivih. Najpomembnejše izooblike pri 
glukuronidaciji BPS so: UGT1A9, UGT1A8 in UGT2A1 (18). Metabolizem BPS se lahko 
začne že v enterocitih, prosti BPS pa s krvnim obtokom preko portalne vene pride do jeter, 
kjer se do konca metabolizira ter se nato izloči z žolčem. Vstopi tudi v sistemski krvni 
obtok in se izloči z urinom. BPS glukuronid, ki se izloči v žolč, se lahko kasneje v stiku s 
črevesno mikrofloro hidrolizira in vstopi v enterohepatični krvni obtok, zaradi česar se 
BPS dlje časa zadrži v telesu (20).  
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Kot smo že omenili, pri metabolizmu ksenobiotikov ne pride vedno do zmanjšanja ali 
izgube biološke aktivnosti spojin. Orto-hidroksi BPS po vezavi na estrogenski receptor 
izkazuje agonistično delovanje, na tiroidni receptor pa deluje antagonistično. Na drugi 
strani pa BPS glukuronid nima estrogenskega, androgenega, tiroidnega oziroma 
antiestrogenskega, antiandrogenega in antitiroidnega učinka. Iz tega sledi, da ima 
glukuronidacija dvojno vlogo: zmanjšanje estrogenske aktivnosti BPS in njegovo 
pospešeno izločanje iz telesa. Glukuronidacija tako predstavlja najpomembnejši način 
razstrupljanja za to spojino (18).   
  
Slika 3: Presnova BPS. V največji meri se BPS presnavlja z encimom UGT1A9 do BPS 
glukuronida. Nekaj se ga pretvori s sulfotransferazami do BPS sulfata, v manjši meri pa 
nastanejo tudi oksidirani presnovki, ki se lahko naprej glukuronidirajo. 
BPS in ostali endokrini motilci so lahko še posebej nevarni za plod in novorojenčke. Ti 
namreč nimajo še v celoti razvitega sistema presnovnih encimov UGT in ne morejo 
konjugirati BPS do BPS glukuronida v tolikšni meri kot odrasli ljudje (21). BPS 
glukuronid zaradi večje polarnosti težje prehaja skozi placento in dlje časa ostane v krvi 
ploda. Pride lahko tudi do t.i. enterohepatičnega recikliranja, kjer se BPS glukuronid 
dekonjugira nazaj do BPS. S temi mehanizmi se izpostavljenost bioaktivnemu BPS poveča 
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in se, kljub majhnemu prehodu z matere, kopiči v plodu in povzroči motnje v njegovem 
razvoju (22). 
1.2.1.2 SULFATIRANJE BISFENOLA S 
Druga najpomembnejša reakcija metabolizma BPS je sulfatiranje (slika 4), ki poteka v 
manjšem obsegu kot glukuronidacija. To nakazujejo poskusi na celični liniji človeškega 
hepatoma in vitro, kjer je nastalo 85,8% BPS glukuronida in 10,5% BPS sulfata ter poskusi 
in vivo, ki so jih opravili na miših. V njihovem urinu so namreč zaznali 43,3–48,9% BPS 




Slika 4: Reakcija sulfatiranja BPS s sulfotransferazami. 
Presnovna reakcija sulfatiranja BPS je zelo pomembna pri novorojenčkih, saj imajo, za 
razliko od UGT, že dobro razvit encimski sistem sulfotransferaz (21). Sulfotransferaze so 
encimi, ki katalizirajo reakcijo sulfatiranja in vodijo v nastanek vodotopnih sulfatnih 
estrov. Konjugacija s sulfatom, ki sodi med reakcije II. faze, igra pomembno vlogo v 
presnovi različnih ksenobiotikov in endogenih snovi. Pri tem se poveča topnost snovi in 
posledično njihovo izločanje iz telesa z žolčem ali urinom. Sulfatiranje povzroči 
zmanjšanje biološke aktivnosti, vendar obstajajo izjeme, kjer se spojine lahko tudi 
aktivirajo, npr. nekateri karcinogeni (25, 26). 
1.2.1.3 SULFOTRANSFERAZE 
Sulfotransferaze (SULT) so encimi, ki imajo pomembno vlogo v presnovi ksenobiotikov in 
endogenih snov, saj katalizirajo reakcijo sulfatiranja. V človeškem telesu se nahajajo v 
jetrih, stenah tankega črevesa, ledvicah, pljučih, možganih in tudi v placenti (26, 27).  
Razdelimo jih lahko v dve skupini:  
 membranske SULT, ki se nahajajo v Golgijevem aparatu celice in so pomembne za 
sulfatiranje peptidov, lipidov in beljakovin, 
 citosolne SULT, ki so odgovorne za presnovo ksenobiotikov in endogenih snovi, 
kot so ščitnični hormoni, kateholamini, steroidi in žolčne kisline.   
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Poznamo pet družin sulfotransferaz: SULT1, SULT2, SULT3, SULT4 in SULT5, od 
katerih SULT1, SULT2 in SULT4 najdemo pri ljudeh. Najpomembnejše so štiri izooblike: 
SULT1A1, ki sulfatira fenolne spojine, SULT1A3 sulfatira kateholamine (npr. dopamin), 
SULT1E1, endo- in ksenoestrogene, SULT2A1 pa hidroksisteroide (27).  
Sulfotransferaze katalizirajo prenos sulfonske skupine (-SO3H) z aktivnega sulfata, 3'-
fosfoadenozin 5'-fosfosulfata (ang. 3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate, PAPS), na 
substrat s hidroksilno ali z amino skupino. S to reakcijo se poveča topnost substratov in 
olajša njihovo izločanje iz telesa. Za nastanek ene molekule PAPS se porabita dve 
molekuli adenozin trifosfata (ATP), zato je sulfatiranje energijsko zelo potraten proces 
(slika 5). Encima, ki sodelujeta pri nastanku PAPS, sta ATP sulfurilaza in APS kinaza. V 
prvem koraku se iz anorganskega sulfata s ATP sulfurilazo tvori adenozin 5'-fosfosulfat 
(APS), ker pa je ta nestabilen, se v drugem koraku s pomočjo APS kinaze tvori stabilnejši 
PAPS (25, 28). 
 
Slika 5: Nastanek PAPS. 
Študije o sulfatiranju BPS in vitro so zelo redke in ne opisujejo, katere izooblike 
sulfotransferaz so ključne za potek reakcije. Obstaja pa kar nekaj študij o encimskem 
sulfatiranju BPA. Ker sta si strukturno zelo podobna, lahko sklepamo, da je 
najpomembnejši katalizator sulfatiranja BPA SULT1A1, po vsej verjetnosti, tudi 
katalizator sulfatiranja BPS (26, 29). Za točno določitev aktivnosti specifičnih 
sulfotransferaz na BPS bi bilo treba izvesti dodatne študije. 
1.2.2 TOKSIČNOST BISFENOLA S IN NJEGOVI NEŽELENI UČINKI  
Pred začetkom množične uporabe BPS je bilo izvedeno zelo malo študij, ki bi opisovale 
njegovo toksičnost. V zadnjih nekaj letih pa so opravili več toksikoloških študij, v okviru 
katerih so odkrili, da BPS lahko povzroči akutne zastrupitve, endokrine motnje, 
nevrotoksičnost, imunotoksičnost, motnje reprodukcije in razvoja ploda ter je lahko razlog 




Slika 6: Bolezni, do katerih lahko privede izpostavljenost BPS; prirejeno po (31). 
BPS se lahko veže na estrogenske, tiroidne, androgene in glukokortikoidne receptorje. Za 
vezavo na estrogenske receptorje in s tem estrogensko aktivnost je potrebna tvorba 
vodikovih vezi z aminokislinami v vezavnem žepu receptorja. V strukturi BPS to 
omogočata dve hidroksilni skupini, zato se lahko veže na oba tipa estrogenskih receptorjev, 
ERα in ERβ, s tem, da izraža večjo aktivnost pri vezavi na ERβ (7). BPS ima agonistično 
estrogensko delovanje, ki je med drugim povezano tudi z razvojem in napredovanjem raka 
v tkivih, odzivnih na estrogen (rak dojk, maternice, prostate, ipd.). S spremembami 
signalnih poti celičnega cikla spodbuja rast, spremeni morfologijo in poveča metastatski 
potencial rakavih celic (15, 16). V že zelo nizkih koncentracijah (femto- do pikomolarne), 
BPS z vezavo na receptorje ERα vpliva na različne signalne poti, ki so pomembne za 
optimalno celično delovanje, spodbujanje proliferacije in apoptoze, pa tudi za delovanje 
celic trebušne slinavke ter z estrogenom spodbujeno delovanje možganov. Na ta način 
onemogoči normalno delovanje organizma (34). 
Poleg estrogenskega deluje tudi na ostale endokrine sisteme. BPS ima antiandrogeno 
delovanje, saj zavira spermatogenezo in sintezo testosterona ter zmanjša njegovo bazalno 
izločanje iz človeških testisov (6). Prav tako zmanjša nastajanje aldosterona in kortizola, 
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poveča pa izločanje progesterona (35). Potencialno se lahko vplete v delovanje tiroidnega 
sistema z vezavo na tiroidne receptorje, na katere deluje agonistično ali antagonistično. Na 
ta način povzroči motnje v ravnovesju ščitničnih hormonov, posledično pa pride do motenj 
v razvoju možganov, nižjega inteligenčnega kvocienta, spremembe rasti, ipd. (36). Na 
celični liniji humanega hepatoma so dokazali, da BPS pri koncentracijah 0,1 µmol/L in 10 
µmol/L že po samo 24-urni izpostavljenosti povzroči poškodbe DNK, hkrati pa vpliva na 
prepisovanje in izražanje različnih genov ter s tem povzroča motnje v razvoju ploda in 
fizioloških procesih kardiovaskularnega, imunskega in skeletnega sistema (37). BPS je 
lahko tudi eden izmed vzrokov za razvoj debelosti, saj poveča kopičenje trigliceridov in 
diferenciacijo adipocitov v človeških preadipocitih, ker neposredno aktivira jedrni gama 
receptor, aktiviran s peroksisomskim proliferatorjem PPAR (ang. peroxisome 
proliferator-activated receptor gamma), ki ga najdemo v maščobnem tkivu (38). Pri 
otrocih, ki so bili izpostavljeni BPS, so opazili mikroalbuminurijo kot zgodnjo 
manifestacijo endotelne disfunkcije, kar prispeva k razvoju mikrovaskularnih obolenj in 
aterosklerotičnih sprememb v odrasli dobi (39). Na razvoj in napredovanje različnih 
bolezni pomembno vpliva tudi oksidativni stres. BPS namreč poveča nastanek reaktivnih 
kisikovih spojin v telesu (40).   
S prepovedjo BPA je koncentracija v okolju prisotnega BPS začela z vsakim dnem bolj 
naraščati. Prisotnost BPS so tako zabeležili v številnih vsebnikih za hrano, papirju, hrani in 
tudi v človeškem telesu. Kljub različnim študijam pa še vedno obstaja kar nekaj nejasnosti 
glede njegove toksičnosti in neželenih učinkov (30). Zato je pomembno, da z uporabo 
različnih pristopov opravimo čim več raziskav, ki bi opisale možne mehanizme toksičnosti 
BPS, še posebej pri bolj rizičnih skupinah, kot so nosečnice in otroci. 
1.3 ENCIMSKA KINETIKA 
Encimi so beljakovine, ki delujejo kot biološki katalizatorji in znižujejo aktivacijsko 
energijo ter s tem pospešijo hitrost biokemijskih reakcij, sami pa se pri tem ne spremenijo. 
Z encimsko kinetiko ovrednotimo, kako se molekule substrata (S) povežejo z molekulami 
encima (E) ter tvorijo kompleks encim-substrat (kompleks ES). Ta kompleks lahko nato 
razpade nazaj v prosti encim in substrat ali pa se pretvori v produkt (P) in prosti encim. 
Posamezne stopnje imajo določene hitrostne konstante (k1, k-1, k2, k-2). Encimsko 
katalizirano reakcijo pa zapišemo s spodnjo enačbo:  
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 𝑬 + 𝑷 
Enačbo lahko poenostavimo ob naslednjih predpostavkah:  
1. nastanek kompleksa ES je hitra reverzibilna stopnja, 
2. razpad kompleksa ES je počasna reverzibilna stopnja in določa hitrost celotne 
encimsko katalizirane reakcije, 
3. na začetku reakcije je koncentracija produkta še nizka, zato zanemarimo povratno 
reakcijo med produktom P in prostim encimom E v kompleks ES, ki jo definira 
hitrostna konstanta k-2, in 
4. koncentracija kompleksa ES je konstantna, ker ES nastaja enako hitro kot razpada – 
stanje dinamičnega ravnotežja.  
Enačba se potem glasi: 






→  𝑬 + 𝑷 
Začetno hitrost reakcije lahko izrazimo kot 𝑣0 = 𝑘2[𝐸𝑆], pri čemer upoštevamo hitrost 
nastanka kompleksa [𝐸𝑆] = 𝑘1[𝐸][𝑆] in hitrost razpada kompleksa [𝐸𝑆] = (𝑘−1 +
𝑘2)[𝐸𝑆]. V večini primerov je koncentracija prostega encima zelo nizka ([E] << [S]). 
Koncentracija prostega substrata je skoraj enaka celotni koncentraciji substrata, 
koncentracija prostega encima pa je enaka razliki celotne koncentracije encima in 
koncentracije kompleksa: [𝐸] = [𝐸𝑡] − [𝐸𝑆]. Iz tega sledi [𝐸𝑆] =
([𝐸𝑇]−[𝐸𝑆])[𝑆]
𝐾𝑀





Maksimalna hitrost reakcije, 𝑣𝑚𝑎𝑥 , je dosežena, ko so nasičene vse molekule encima. 
Predpostavimo, da je 𝑣𝑚𝑎𝑥 = 𝑘2[𝐸𝑡]. Če to upoštevamo pri enačbi za začetno hitrost 







v kateri je: 
𝑣0 ………………… začetna hitrost reakcije, 
𝑣𝑚𝑎𝑥 ……………… maksimalna hitrost reakcije, 
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[𝑆] ………………… začetna koncentracija substrata, 
𝐾𝑀 ………………… Michaelis-Mentenova konstanta. 
S pomočjo te enačbe lahko narišemo saturacijsko krivuljo, ki prikazuje odvisnost hitrosti 
reakcije od koncentracije substrata (slika 7).  
 
Slika 7: Michaelis-Mentenova krivulja, ki prikazuje odvisnost hitrosti encimsko katalizirane 
reakcije od koncentracije substrata. 
1.3.1 NAVIDEZNI ENCIMSKI KINETIČNI PARAMETRI IN INTRINZIČNI 
OČISTEK 
Navidezni encimski kinetični parametri so določeni eksperimentalno in so značilni za 
določen encim. Spreminjajo se z zunanjimi pogoji, kot so ionska moč, pH, dielektrična 
konstanta in temperatura. Najpomembnejša kinetična parametra sta 𝐾𝑀 in 𝑣𝑚𝑎𝑥, poznamo 
še katalizno konstanto, 𝑘𝑐𝑎𝑡, in katalitično učinkovitost, s katerima lahko primerjamo 
različne encime. 𝐾𝑀 predstavlja koncentracijo substrata, pri kateri je hitrost reakcije enaka 
polovici maksimalne hitrosti reakcije. Pove nam, s kakšno afiniteto encim nase veže 
substrat. Če ima encim nizko vrednost 𝐾𝑀, potem bo hitrost encimske reakcije dosegla 
polovico maksimalne pri nižjih koncentracijah substrata in obratno. 𝑣𝑚𝑎𝑥 je maksimalna 
hitrost, ki jo encimsko katalizirana reakcija lahko doseže, ko je encim nasičen s 
substratom. Pri višji koncentraciji substrata se krivulja približuje maksimalni hitrosti 
reakcije, vendar je ne doseže. Katalizna konstanta (pretvorbeno število encima, s
-1
), 𝑘𝑐𝑎𝑡, 
predstavlja število molekul substrata, ki jih ena molekula encima pretvori v produkt v enoti 
časa, ob predpostavki, da je encim nasičen s substratom. Večja kot je, hitrejša je reakcija 
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pretvorbe substrata v produkt. Katalitična učinkovitost oziroma konstanta specifičnosti je 
definirana kot razmerje 
𝑘𝑐𝑎𝑡
𝐾𝑀
 ter ponazarja hitrost encimske pretvorbe substrata v produkt 
(41).  
Za eksperimentalno določitev 𝐾𝑀 in 𝑣𝑚𝑎𝑥, je treba izračunati hitrost reakcije pri različnih 
koncentracijah substrata. Iz Michaelis-Mentenove krivulje je težko odčitati 𝐾𝑀 in 𝑣𝑚𝑎𝑥, 
zato lahko uporabimo nelinearno regresijo ali različne metode linearizacije, kot so: 
 Lineweaver-Burkova metoda,  
 Eadie-Hofsteejeva metoda,  
 Hanesova metoda.  
















, v odvisnosti od 
1
[𝑆]
, ki ga imenujemo Lineweaver-Burkov ali dvojni recipročni graf, 
predstavlja premico. Naklon premice je 
𝐾𝑀
𝑣𝑚𝑎𝑥




, presečišče z abscisno osjo pa vrednost −
1
𝐾𝑀
. S to metodo linearizacije lahko 
lažje določimo kinetične parametre encimsko kataliziranih reakcij, vendar pa ni najtočnejša 
(41).  
Nelinearno regresijo Michaelis-Mentenove enačbe z uporabo najmanjše vsote kvadratov 
odklonov najpogosteje uporabljajo različni računalniški programi (GraphPad Prism, 
SigmaPlot Enzyme Kinetics, MS Excel, idr.). Ko iz eksperimentalnih rezultatov, z izbrano 
enačbo kinetike dobimo krivuljo, nam program izračuna kinetične parametre. Poleg 
uporabe nelinearne regresije se priporoča tudi vizualni pregled ene izmed metod 
linearizacije, saj s tem preverimo, ali točke preveč odstopajo od premice in ali je encimska 
reakcija sledila Michaelis-Mentenovim predpostavkam ali ne (42).  
Metabolizem BPS poteka predvsem v jetrih (20). Jetrni očistek je definiran kot volumen 
krvi, ki se v časovni enoti popolnoma očisti učinkovine. Je funkcija pretoka krvi skozi jetra 
(𝑄𝐻) in jetrnega ekstrakcijskega razmerja (𝐸𝐻) (43): 
14 
 
𝐶𝑙𝐻 = 𝑄𝐻 × 𝐸𝐻 
Enačba 3 
Obstaja več različnih farmakokinetičnih matematičnih modelov, s katerimi lahko 
izračunamo očistek celotnega organa iz intrinzičnega očistka, ki ga dobimo iz poskusa in 
vitro, kjer določimo vrednosti 𝐾𝑀 in 𝑣𝑚𝑎𝑥. Najbolj znana sta model dobrega mešanja (ang. 
well-stirred model) in model vzporednih cevk (ang. parallel tube model). Prvi jetra 
obravnava kot dobro premešan prostor, v katerem je koncentracija učinkovine v ravnovesju 
s koncentracijo učinkovine v krvi, ki iz izstopa iz jeter. Model vzporednih cevk pa jih 
obravnava kot sistem vzporednih cevi, v katerih so encimi enakomerno porazdeljeni in 
tako koncentracija učinkovine upada vzdolž celotne dolžine cevi. Za vse modele je bil 
uveden koncept intrinzičnega očistka (𝐶𝑙𝑖𝑛𝑡), ki izraža sposobnost organa za odstranjevanje 
učinkovine, neodvisno od njene vezave na plazemske beljakovine in pretoka krvi skozi 
organ (43, 44). Pri modelu dobrega mešanja je definiran kot proporcionalna konstanta med 










[𝑆] +  𝐾𝑀
 
Enačba 4 






Intrinzični očistek BPS bomo izračunali s pomočjo eksperimentalno določenih kinetičnih 
parametrov in vitro. Lahko pa se ga določi tudi iz farmakokinetičnih podatkov in vivo.   
1.4 MODELI IN VITRO ZA PREUČEVANJE METABOLIZMA SPOJIN V 
JETRIH  
Metabolizem lahko poteka v različnih organih, med katerimi so jetra nedvomno 
najpomembnejša. Poznavanje metabolizma spojin je pomembno za identifikacijo njihovih 
toksičnih presnovkov, ugotavljanje časa delovanja spojin ter možnih interakcij med 
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učinkovinami. V ta namen so se izvajali (do neke mere se še vedno izvajajo) poskusi na 
laboratorijskih živalih, ki pa so pogosto podajali napačne napovedi glede metabolizma 
novih učinkovin v človeku zaradi razlik v presnovnih encimih. Poleg tega, da so poskusi na 
živalih etično sporni, so tudi zelo dragi, zato so se razvili eksperimentalni modeli in vitro, s 
ciljem napovedovanja metabolizma novih učinkovin in vivo. Modeli in vitro so hiter, 
preprost, cenovno ugoden in etično sprejemljiv način testiranja na ljudeh. Z njimi lahko 
kvalitativno napovemo metabolizem učinkovine, transportne procese in hepatotoksičnost 
in vivo ter kvantitativno predvidimo intrinzični očistek, iz katerega lahko nato izračunamo 
očistke posameznih organov in nato z njihovim seštevanjem dobimo očistek celotnega 
organizma (6, 45).  
Modeli in vitro poenostavljeno posnemajo razmere v  organizmu. Glede na strukturo in 
kompleksnost jih ločimo na subcelične (mikrosomi, rekombinantni encimi, citosol, frakcija 
S9), celične (izolirani in gojeni hepatociti, nesmrtne celične linije), tkivne (izolirano 
vitalno tkivo) in organske (npr. perfundirana jetra). Kompleksnejši kot je model, boljša je 
njegova napovedna moč (45).  
Najpogosteje uporabljen model za preučevanje jetrne presnove, toksičnosti in encimske 
kinetike so mikrosomi, saj so enostavni za pripravo in shranjevanje, dajejo ponovljive 
rezultate ter imajo visoko vsebnost metabolnih encimov (citokrom P450, flavinske 
monooksigenaze, uridindifosfat glukuronoziltransferaze, esteraze, itd.) (45). Ker 
mikrosomi ne vsebujejo sulfotransferaz, ki so potrebne za sulfatiranje BPS, smo za naš 
eksperimentalni model uporabili citosolno frakcijo homogenata človeških jeter. 
1.4.1 MODEL IN VITRO S CITOSOLNIMI FRAKCIJAMI ČLOVEŠKIH JETER 
Citosolne frakcije človeških jeter dobimo z diferencialnim ultracentrifugiranjem 
homogenata jeter. Vsebuje topne citosolne encime II. faze presnove: nekatere glutation-S-
transferaze, N-acetil-transferaze in sulfotransferaze. Tako lahko z dodatkom različnih 
kofaktorjev (npr. acetil koencima A, ditiotreitola, PAPS, glutationa), ki so potrebni za 
katalitsko aktivnost encimov, proučujemo metabolizem učinkovin z vsakim encimom 
posebej ali v njihovih kombinacijah (45, 46). V okviru magistrske naloge smo z dodatkom 




2 NAMEN IN POTEK DELA 
Zaradi povečane uporabe bisfenola S (BPS) v vsakdanjem življenju in s tem večje 
izpostavljenosti, je pomembno, da čim bolje proučimo absorpcijo, metabolizem in 
izločanje BPS. Tako lahko dobimo boljši vpogled v njegovo delovanje in ugotovimo, kako 
vpliva na človeški organizem. Ker je sulfatiranje BPS razmeroma slabo raziskano, smo se 
odločili za ovrednotenje encimske kinetike sulfatiranja BPS. Reakcija sulfatiranja je, poleg 
glukuronidacije, pomembna presnovna pot. BPS s konjugacijo z glukuronsko kislino in s 
sulfatom izgubi estrogeno delovanje in se zaradi povečane topnosti hitreje izloči iz telesa.  
Namen magistrskega dela bo opredeliti vrsto encimske kinetike sulfatiranja BPS in določiti 
njene parametre v modelu citosolnih frakcij človeških jeter in vitro ter izračunati intrinzični 
očistek. Za potrebe kvantifikacije vzorcev z metodo LC-MS/MS bomo najprej sintetizirali 
bisfenol S sulfat, ker ni komercialno dostopen. Sulfatiranje BPS bomo začeli z določanjem 
začetnih pogojev reakcije, to je z določanjem časovne in koncentracijske odvisnosti, nato 
pa izvedli poskus sulfatiranja in vitro. Rezultate bomo analizirali z metodo LC-MS/MS in 
jih ustrezno ovrednotili. Na koncu bomo rezultate primerjali s podatki iz študij o 
glukuronidaciji BPS in vitro, da bi dobili celostno sliko presnove BPS (slika 8). 
 
 
Slika 8: Načrt izvedbe eksperimentalnega dela. 
5. PRIMERJAVA FARMAKOKINETIČNIH PARAMETROV SULFATIRANJA BPS S 
PARAMETRI GLUKURONIDACIJE BPS 
4. ANALIZA VZORCEV Z METODO LC-MS/MS IN OVREDNOTENJE 
REZULTATOV 
3. SULFATIRANJE BPS IN VITRO S CITOSOLNIMI FRAKCIJAMI ČLOVEŠKIH 
JETER 
2. DOLOČANJE POGOJEV ZAČETNE HITROSTI REAKCIJE 
Časovna odvisnost Koncentracijska odvisnost 
1. SINTEZA BISFENOL S SULFATA 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 REAGENTI IN TOPILA 
 BPS, 99,4% vsebnost, 250,27 g/mol (Sigma Aldrich, ZDA) 
 BPS sulfat 
 H2SO4, 95-97% vsebnost, 98,07 g/mol (Merck, Nemčija)  
 (CH3CO)2O, 102,09 g/mol (Merck, Nemčija)   
 C5H5N, brezvodni, 99,8% vsebnost, 79,1 g/mol (Sigma Aldrich, ZDA)  
 NH3 (aq), 25% vsebnost (Merck, Nemčija) 
 NaOH, 40 g/mol (Merck, Nemčija) 
 MgCl2×6H2O, 203,3 g/mol (Merck, Nemčija) 
 Ditiotreitol (DTT), ≥ 98% vsebnost, 154,25 g/mol (Sigma Aldrich, ZDA)   
 NaH2PO4×H2O, 137,99 g/mol (Merck, Nemčija) 
 Na2HPO4×12H2O, 358,14 g/mol (Merck, Nemčija) 
 Voda Milli-Q, pridobljena z aparatom Millipore Milli-Q A10 Advantage (Merck 
Millipore, ZDA) 
 Metanol (MeOH), HPLC grade (Sigma Aldrich, ZDA) 
 DMSO EMSURE® ACS za analizo, 78,13 g/mol (Merck, Nemčija) 
 Jetrni citosol (cytosol, pooled from human liver), vsebnost beljakovin: ~ 20 mg/mL 
(Thermo Fisher, ZDA)  
 Adenozin 3'-fosfat 5'-fosfosulfat litijeva sol, hidrat (PAPS), ≥ 60% vsebnost, 
507,26 g/mol (prosta kislina) (Sigma Aldrich, ZDA) 
3.1.2 APARATURE IN PRIBOR 
 Polavtomatske pipete (Eppendorf, Hamburg, Nemčija): 0,5-10 μL, 2-20 μL, 20-200 
μL, 1-5 mL  
 mešalo z gretjem RCT basic (IKA Werke, Staufen im Breisgau, Nemčija) 
 elektronski kontaktni termometer ETS-D5 (IKA Werke, Staufen im Breisgau, 
Nemčija) 
 rotavapor  R-114 (Büchi Labortechnik AG, Flawil, Švica) 
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 pH meter (Mettler Toledo, Schwerzenbach, Švica)  
 termični stresalnik Vortemp 56 EVC (Tehtnica, Železniki, Slovenija)  
 centrifuga 5415R (Eppendorf, Hamburg, Nemčija)  
 ročni stresalnik Vibromix 114 (Tehtnica, Železniki, Slovenija)  
 analitska tehtnica A6245 (Mettler Toledo, Schwerzenbach, Švica)  
 sistem za vodo Milli-Q: Advantage 10, Automatic Sanitation Module, Millipore-Q-
Pod®, Milipak® 40 Gamma Gold Filter 0,22 µM (Merck Millipore, Billerica, 
Massachusetts, ZDA)  
 sistem LC-MS/MS:  
o UHPLC: Agilent 1290 Infinity  
o MS: Agilent 6460 MSD Triple Quad (Agilent Technologies, Santa Clara, 
ZDA)  
 steklene posode in pribor: merilni valji, merilne bučke, čaše, zamaški, palčke za 
mešanje, steklen hladilnik, erlenmajerica za vakuumsko filtriranje  
 ostalo: spatule, plastične kapalke, čolnički za tehtanje, magnetna mešala, nastavki 
za pipete, mikrotitrska plošča, mikrocentrifugirke, oljna kopel, stojalo, prižeme, 
filtrirni lijak, filtrirni papir 
3.1.3 SINTEZA BISFENOL S SULFATA 
BPS sulfat ni komercialno dostopen, zato smo ga pripravili s prilagoditvijo protokola za 
sintezo BPA sulfata:  
Žveplovo kislino (0,64 mL, 11,84 mmol) in acetanhidrid (1,12 mL, 11,84 mmol) smo 
dodali brezvodnemu piridinu (9,3 mL). Po 5 minutah mešanja pri 50-55 °C, smo dodali 
bisfenol A (450 mg, 1,97 mmol). Mešali smo 30 minut pri enakih pogojih, ohladili na ledu 
in dodali 25% raztopino amonijaka. Po 15 minutah mešanja smo oborino filtrirali, nato 
smo filtrat koncentrirali. Amonijev acetat sublimira pri 40 °C/0,1 mm Hg. Natrijevo sol 
smo dobili z dodatkom ekvivalenta NaOH v metanolu.  
Prilagojeni protokol:  
Žveplovo kislino (0,64 mL, 11,84 mmol) in acetanhidrid (1,12 mL, 11,84 mmol) smo 
dodali brezvodnemu piridinu (9,3 mL). Po 5 minutah mešanja pri 50-55 °C, smo dodali 
bisfenol S (800 mg, 3,19 mmol). Mešali smo 30 minut pri enakih pogojih, ohladili na ledu 
in dodali 25% raztopino amonijaka. Po 15 minutah mešanja smo oborino filtrirali, topilo 
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smo izparili na rotavaporju (T = 30-40 °C, P = 72 mbar). Natrijevo sol smo dobili z 
dodatkom dvakratnega prebitka NaOH v metanolu. Topilo smo nato ponovno izparili na 
rotavaporju (T= 30-40 °C, P= 337 mbar).  
Na koncu smo zmes okarakterizirali z metodo LC-MS/MS, očistili ter ločili BPS 
monosulfat in BPS disulfat. BPS monosulfat smo liofilizirali, da smo dobili praškast 
produkt in smo ga lahko uporabili pri nadaljnji analizi. 
3.1.4 PRIPRAVA STANDARDNIH RAZTOPIN 
3.1.4.1 PRIPRAVA 200 mM FOSFATNEGA PUFRA 
Za pripravo 200 mM fosfatnega pufra s pH = 7,4, smo najprej pripravili dve raztopini. V 
100 mL bučko smo natehtali 7,16 g Na2HPO4×12H2O ter dopolnili do oznake z vodo 
Milli-Q. V 50 mL bučko smo natehtali 1,38 g NaH2PO4×H2O, dopolnili do oznake z vodo 
Milli-Q in premešali, da se raztopi. Raztopino Na2HPO4×12H2O smo nato prelili v čašo, jo 
postavili na magnetno mešalo in s predhodno umerjenim pH metrom pomerili pH 
raztopine. Tega smo uravnali z raztopino NaH2PO4×H2O do pH 7,4.      
3.1.4.2 PRIPRAVA 50 mM RAZTOPINE DITIOTREITOLA IN 50 mM RAZTOPINE 
MgCl2 
Za pripravo 50 mM raztopine ditiotreitola, smo v 50 mL bučko zatehtali 0,39 g DTT in 
dopolnili do oznake z vodo Milli-Q. Za pripravo 50 mM raztopine MgCl2 smo v 50 mL 
bučko natehtali 0,51 g MgCl2×6H2O in dopolnili do oznake z vodo Milli-Q. 
3.1.4.3 PRIPRAVA RAZTOPINE CITOSOLA  
Iz jetrnega citosola s koncentracijo beljakovin 20 mg/mL smo pripravili razredčeno 
raztopino citosola s koncentracijo 5 mg/mL. Citosol smo najprej premešali na ročnem 
stresalniku, nato pa ga v volumnu 50 µL odpipetirali v mikrocentrifugirko in mu dodali 




3.2.1 DOLOČANJE POGOJEV ZAČETNE HITROSTI REAKCIJE 
Pred začetkom določanja encimske kinetike sulfatiranja smo morali definirati pogoje 
začetne hitrosti reakcije. To smo storili tako, da smo reakcijo izvedli pri določeni 
koncentraciji BPS in spreminjali čas inkubacije, v drugem poskusu pa smo spreminjali 
koncentracijo citosola, v katerem se nahaja encim sulfotransferaza. Pogoji začetne hitrosti 
so veljali, dokler je obstajala linearna odvisnost med časom in nastalim BPS sulfatom 
oziroma dokler je obstajala linearna povezava med koncentracijo encima in količino 
nastalega produkta. 
3.2.1.1 DOLOČANJE ČASOVNE ODVISNOSTI 
V nadaljevanju je opisan postopek priprave vzorcev za določanje časovne odvisnosti. 
1. Pripravili smo standardne raztopine ustreznih koncentracij, in sicer 200 mM 
fosfatni pufer, 50 mM raztopino MgCl2 ter 50 mM raztopino DTT. Pripravili smo si 
tudi vodo Milli-Q. 
2. Iz zamrzovalnika (–80 °C) smo tik pred začetkom poskusa vzeli citosol (20 
mg/mL) in PAPS. Odtajali smo ju pod tekočo hladno vodo in postavili na led.  
3. Pripravili in označili smo mikrocentrifugirko za vsako inkubacijo posebej.  
4. V vsako mikrocentrifugirko smo po vrsti odpipetirali 25 µL fosfatnega pufra, 10 
µL raztopine MgCl2, 25 µL vode Milli-Q, 10 µL 0,25 mM BPS in 10 µL raztopine 
DTT. 0,25 mM raztopino BPS smo dobili z redčenjem 25 µL 1 mM BPS v DMSO 
na 100 µL z metanolom.  
5. Vzorce smo premešali z ročnim stresalnikom. 
6. Vsakemu vzorcu smo dodali 10 µL citosola (5 mg/mL) in zopet premešali z ročnim 
stresalnikom. 
7. Sledila je 5-minutna inkubacija pri temperaturi 37 °C in hitrosti mešanja 200 
obratov na minuto. 
8. Po 5 minutah smo vsakemu vzorcu dodali 10 µL PAPS ter jih premešali z ročnim 
stresalnikom. Celokupni volumen reakcijske zmesi je tako znašal 100 µL. 
9. Zopet je sledila inkubacija, vendar pri različnih časih: 10, 20, 30, 45 in 60 minut. 
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10. Po inkubaciji smo reakcijo zaustavili z dodatkom 300 µL ledeno hladnega 
metanola.  
11. Vzorce smo centrifugirali 10 minut pri 13.000×g in temperaturi 10 °C. 
12. Po koncu centrifugiranja smo odpipetirali 70 µL supernatanta posameznega vzorca 
na mikrotitrsko ploščo. 
13. Vzorce smo analizirali z metodo LC-MS/MS. 
3.2.1.2 DOLOČANJE KONCENTRACIJSKE ODVISNOSTI 
1. Pripravili smo standardne raztopine ustreznih koncentracij, in sicer 200 mM 
fosfatni pufer, 50 mM raztopino MgCl2 ter 50 mM raztopino DTT. Pripravili smo si 
tudi vodo Milli-Q. 
2. Iz zamrzovalnika (–80 °C) smo tik pred začetkom poskusa vzeli citosol (20 
mg/mL) in PAPS. Odtajali smo ju pod tekočo hladno vodo in postavili na led.  
3. Pripravili in označili smo mikrocentrifugirko za vsako inkubacijo posebej.  
4. V vsako mikrocentrifugirko smo po vrsti odpipetirali 25 µL fosfatnega pufra, 10 
µL raztopine MgCl2, 10 µL 0,25 mM BPS, 10 µL raztopine DTT in ustrezen 
volumen vode Milli-Q, s katero smo uravnali razliko v volumnih citosola. 0,25 mM 
raztopino BPS smo dobili z redčenjem 25 µL 1 mM BPS v DMSO na 100 µL z 
metanolom. 
5. Vsak vzorec smo premešali z ročnim stresalnikom. 
6. Nato smo dodali citosol v vsako mikrocentrifugirko (preglednica II) in premešali z 
ročnim stresalnikom. 
Preglednica II: Volumni vode ter volumni in koncentracije citosola pri določanju pogojev začetne 
hitrosti. 
vzorec C1 C2 C3 C4 C5 
koncentracija citosolnih proteinov v zmesi (mg/mL) 2 1 0,5 0,1 0,05 
volumen dodanega 20 mg/mL citosola (µL) 10 5 / / / 
volumen dodanega 5 mg/mL citosola (µL) / / 10 2 1 
volumen vode Milli-Q (µL) 25 30 25 33 34 
 
7. Sledila je 5-minutna inkubacija pri temperaturi 37 °C in hitrosti mešanja 200 
obratov na minuto. 
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8. Po 5 minutah smo vsakemu vzorcu dodali 10 µL PAPS ter premešali z ročnim 
stresalnikom. Celokupni volumen reakcijske zmesi je znašal 100 µL. 
9. Sledila je 60-minutna inkubacija pri temperaturi 37 °C in hitrosti mešanja 200 
obratov na minuto. 
10. Po inkubaciji smo reakcijo zaustavili z dodatkom 300 µL hladnega metanola.  
11. Vzorce smo centrifugirali 10 minut pri 13.000×g in temperaturi 10 °C. 
12. Po koncu centrifugiranja smo odpipetirali 70 µL supernatanta posameznega vzorca 
na mikrotitrsko ploščo. 
13. Vzorce smo analizirali z metodo LC-MS/MS. 
3.2.2 PRIPRAVA UMERITVENE KRIVULJE BISFENOL S SULFATA 
Za ovrednotenje nastalega produkta BPS sulfata pri reakciji s sulfotransferazami, smo se 
odločili za metodo njegove umeritvene krivulje. Za umeritveno krivuljo smo najprej 
pripravili založne raztopine z redčenjem osnovne 25 mM raztopine BPS sulfata v DMSO: 
10, 1 in 0,1 mM. Te smo nadalje redčili z metanolom tako, da smo dobili delovne 
standardne raztopine z različnimi koncentracijami (preglednica III). Vsako delovno 
standardno raztopino BPS sulfata (2 µL) smo odpipetirali v posamezno mikrocentrifugirko 
ter dodali 25 µL 200 mM fosfatnega pufra, 10 µL 50 mM MgCl2, 10 µL citosola (20 
mg/mL), 10 µL mM DTT, 10 µL PAPS ter 33 µL vode Milli-Q. Na koncu smo dodali še 
300 µL ledeno hladnega metanola, da so bili pogoji enaki kot kasneje pri poskusu. Odzive 




Preglednica III: Priprava raztopin za umeritveno krivuljo in končne koncentracije BPS sulfata v 
mikrocentrifugirkah. 
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450 500 2 
0,05 mM   50 50 100 1 
0,025 mM   25 75 100 0,5 
0,0125 mM   12,5 87,5 100 0,25 
0,005 mM   5 95 100 0,1 
 
3.2.3 SULFATIRANJE BISFENOLA S 
Po tem, ko smo določili pogoje začetne hitrosti reakcije, smo v treh ločenih, ponovljenih 
poskusih izvedli sulfatiranje BPS in vitro po naslednjem postopku: 
1. Pripravili smo standardne raztopine ustreznih koncentracij, in sicer 200 mM 
fosfatni pufer, 50 mM raztopino MgCl2 ter 50 mM raztopino DTT. Pripravili smo si 
tudi vodo Milli-Q. 
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2. Iz zamrzovalnika (–80 °C) smo tik pred začetkom poskusa vzeli citosol (20 
mg/mL) in PAPS. Odtajali smo ju pod tekočo hladno vodo in postavili na led.  
3. Pripravili in označili smo mikrocentrifugirko za vsako koncentracijo BPS ter za 
pozitivno in negativno kontrolo.  
4. Pripravili smo dovolj mešanice fosfatnega pufra, raztopine MgCl2, citosola, 
raztopine DTT in vode za vse vzorce tako, da je vsak vzorec vseboval 25 µL 
fosfatnega pufra, 10 µL raztopine MgCl2, 10 µL citosola, 10 µL raztopine DTT ter 
33 µL vode Milli-Q.  
5. V vsako mikrocentrifugirko smo odpipetirali 88 µL zgoraj navedene mešanice, ki 
smo jo predhodno premešali z ročnim stresalnikom, in 2 µL raztopine BPS ustrezne 
koncentracije.  
6. Vsak vzorec smo premešali z ročnim stresalnikom. 
7. Sledila je 5-minutna inkubacija pri temperaturi 37 °C in hitrosti 200 obratov na 
minuto.  
8. Po preteku 5 minut smo vzorcem dodali 10 µL PAPS. Celokupni volumen 
reakcijske zmesi je znašal 100 µL. 
9. Ponovno je sledila inkubacija, in sicer 60 minut pri temperaturi 37 °C in 200 
obratih na minuto. 
10. Reakcijo smo zaustavili z dodatkom 300 µL ledeno hladnega metanola. 
11. Vzorce smo centrifugirali 10 minut pri 13.000×g in 10 °C. 
12. Po končanem centrifugiranju smo odpipetirali 70 µL supernatanta vsakega vzorca 
na mikrotitrsko ploščo. 
13. Vzorce smo analizirali z metodo LC-MS/MS. 
3.2.4 ANALITIKA 
Nastajanje BPS sulfata in izginjanje BPS smo spremljali s pomočjo sklopljene tehnike LC-
MS/MS: 
 UHPLC: Agilent 1290 Infinity, Agilent Technologies, Santa Clara, USA 
 kolona: Kinetex C18 (100×3 mm, velikost delcev 2,6 μm), Phenomenex, Torrance, 
USA  
 mobilna faza: A (0,5 mM amonijev acetat) in B (metanol)  
 temperatura kolone: 37 °C  
 volumen injiciranja: 1 μL  
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 gradient: prikazan v preglednici IV 
Preglednica IV: Časovno spreminjanje gradienta. 
čas od začetka injiciranja [min] % mobilne faze A pretok [mL/min] 
0,5 90 0,65 
1,0 60 0,65 
2,0 32 0,65 
2,2 20 0,65 
2,8 20 0,65 
2,9 95 0,65 
 
 masni analizator: Agilent 6460 s trojnim kvadrupolom 
 ionski izvor (ESI + Agilent JetStream): 
o sušilni plin (temperatura in pretok): 300 °C, 5 L/min  
o nebulizacijski plin: 45 psi  
o plaščni plin JetStream® (temperatura in pretok): 250 °C, 11 L/min  
o napetost na kapilari: 3500 V  
o napetost na šobi: 500 V  




























3.2.5 OBDELAVA PODATKOV 
Pri obdelavi podatkov smo si pomagali s programom GraphPad Prism 8.0 (GraphPad 
Software Inc., San Diego, Kalifornija, ZDA) tako, da smo izbrali enačbo »Enzyme kinetics 
– Michaelis-Menten«. Program nam je izračunal 𝐾𝑀, 𝑣𝑚𝑎𝑥 in standardno napako (SE) 
reakcije sulfatiranja BPS. Nato smo s temi parametri, ob upoštevanju pogojev kinetike 







Izračunali smo tudi standardno napako intrinzičnega očistka (42):  









Intrinzični očistek smo na koncu ekstrapolirali na celoten organ – jetra. Pri tem smo 













Preglednica VI: Parametri, ki smo jih uporabili pri ekstrapolaciji intrinzičnega očistka citosolne 








citosolna frakcija človeških jeter 80,7 21,4 





4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 KROMATOGRAFSKI SPEKTER 
Za spremljanje nastanka BPS sulfata in izginjanje BPS smo uporabili preverjeno metodo 
LC-MS/MS. Razvoj in vrednotenje analizne metode nista bila del te magistrske naloge. Na 
sliki 9 je predstavljen kromatogram s prehodom MRM za vzorec BPS sulfata. 
 
Slika 9: Kromatogram vzorca BPS sulfata. 
 
Slika 10: Kromatogrami vzorca BPS pri treh fragmentacijah. Prvi vrh pripada BPS sulfatu, ki je 
bolj hidrofilen in se prej eluira, drugi pa BPS. 
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Kromatogrami na sliki 10 kažejo, da se je BPS sulfat zaradi večje hidrofilnosti iz lipofilne 
stacionarne faze eluiral prej kot BPS, ki je bolj lipofilen in se je zato na koloni zadržal dlje 
časa. BPS sulfat ima zato krajši retencijski čas (1,178 min) kot BPS (1,533 min). 
Retencijska časa obeh spojin sta si dokaj podobna, zato je bilo pomembno, da smo imeli 
ustrezno resolucijo in smo se s tem izognili prekrivanju vrhov. 
4.2 DOLOČANJE POGOJEV ZAČETNE HITROSTI REAKCIJE 
Pred začetkom reakcije sulfatiranja BPS, smo morali najprej določiti pogoje začetne 
hitrosti, ki so pomembni za natančno določanje encimskih kinetičnih parametrov (49). To 
smo storili tako, da smo spremljali odzive nastalega BPS sulfata v odvisnosti od časa 
inkubacije vzorcev ter od koncentracije citosola, v katerem so bili presnovni encimi. Ker je 
odziv premo sorazmeren s koncentracijo BPS sulfata, smo prikazali samo odzive. 
Najprej smo želeli določiti čas inkubacije vzorcev za potek encimske reakcije. Časovno 
odvisnost nastajanja BPS sulfata in izginjanja BPS smo merili v različnih časovnih 
intervalih: 10, 20, 30, 45 in 60 minut (slika 11).  















Slika 11: Graf odziva za BPS in BPS sulfat, v odvisnosti od časa inkubacije. Na osi x je podan čas 
v minutah, na osi y pa so podani izmerjeni odzivi za BPS in BPS sulfat. Časovno odvisnost smo 
merili v 5 časovnih točkah: 10, 20, 30, 45 in 60 minut. 
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Iz podatkov, prikazanih na sliki 11 vidimo, da je poraba BPS v primerjavi z nastalim 
produktom zelo majhna. To se s sklada z načelom, da se pri pogojih začetne hitrosti 
reakcije porabi manj kot 10% substrata oziroma nastane manj kot 10% produkta (50). Pri 
nastanku BPS sulfata smo opazili postopno naraščanje, ki mu sledi porast v 45. minuti. 
Nato se to v 60. minuti nekoliko zmanjša, kar ne pomeni, da je BPS sulfata nastalo manj, 
lahko pa je to tudi posledica nihanja odzivnosti inštrumenta oz. spremembe v pripravi 
vzorca. Ker v 60. minuti ni prišlo do znatnega odklona v koncentraciji produkta, smo se 
odločili, da bomo nadaljnje poskuse sulfatiranja izvedli s 60-minutno inkubacijo. 
Nato smo določili še koncentracijo citosola. Koncentracijsko odvisnost nastajanja BPS 
sulfata smo merili pri različnih koncentracijah: 0,05, 0,1, 0,5, 1 in 2 mg/mL (slika 12).  






Potek nastajanja BPS sulfata









Slika 12: Graf procesa nastanka BPS sulfata v odvisnosti od koncentracije citosola. Na osi x je 
podana koncentracija citosola v mg/mL, na osi y pa so izmerjeni odzivi nastalega BPS sulfata. 
Meritve smo opravili pri petih različnih koncentracijah citosola: 0,05, 0,1, 0,5, 1 in 2 mg/mL. 
Glede na rezultate smo se odločili, da bomo nadaljnje poskuse opravili pri koncentraciji 2 
mg citosola /mL, saj linearnost poteka do te koncentracije in se pri njej ni porabilo več kot 
10% substrata BPS.  
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4.3 ENCIMSKA KINETIKA SULFATIRANJA BISFENOLA S  
Po določitvi pogojev začetne hitrosti, smo pripravili vzorce za proučevanje kinetike 
sulfatiranja, kar je opisano v 3. poglavju. Končne koncentracije reagentov v posamezni 
mikrocentrifugirki so zbrane v preglednici VII. 





končna koncentracija v 
mikrocentrifugirki 
200 mM fosfatni pufer 25 50 mM 
50 mM MgCl2 10 5 mM 
citosol 2 mg/mL 10 0,2 mg/mL 
500 µM PAPS 10 50 µM 
50 mM DTT 10 5 mM 
voda 33 / 
2,5 mM BPS 2 50 µM 
 
Odzive nastalega BPS sulfata smo izmerili z metodo LC-MS/MS ter s pomočjo umeritvene 
krivulje dobili koncentracije. Hitrost nastajanja BPS sulfata smo izračunali tako, da smo 
koncentracije delili s časom inkubacije, v našem poskusu je bilo to 60 minut. Na koncu 
smo hitrost delili še s koncentracijo proteinov v mikrocentrifugirki, torej z 0,2 mg/mL. 
Najprej smo želeli vizualno preveriti, da od linearnosti ne odstopa preveč točk, zato smo 
uporabili Lineweaver-Burkovo metodo linearizacije (slika 13). Če bi namreč točke preveč 
odstopale, bi lahko prišlo do prevelike napake pri izračunu encimskih parametrov z 
Michaelis-Mentenovo enačbo. Pri izrisu grafa smo si pomagali z računalniškim 




Slika 13: Lineweaver-Burkova metoda linearizacije. 
Vidimo, da od linearnosti ne odstopa preveč točk, s čimer smo potrdili, da lahko encimske 
parametre sulfatiranja BPS izračunamo z Michaelis-Mentenovo enačbo, saj reakcija očitno 
sledi Michaelis-Mentenovi kinetiki. 
V naslednjem koraku smo rezultate prikazali v obliki dveh grafov hitrosti nastanka BPS 
sulfata v odvisnosti od koncentracije BPS. Na prvem so prikazane vrednosti za vsako 
paralelko posebej (slika 14), na drugem pa so za vsako točko prikazane povprečne 
vrednosti hitrosti s standardnimi napakami vseh treh paralelk skupaj (slika 15).  
V program GraphPad Prism 8.0 smo vnesli podatke o koncentraciji BPS in izračunanih 
hitrostih. Pod kategorijo »Enzyme Kinetics – Velocity as a function of substrate« smo 
izbrali Michaelis-Mentenovo enačbo in program je z analizo nelinearne regresije našim 
vrednostim prilegal krivuljo. Poleg tega je izračunal vrednosti 𝐾𝑀 ter 𝑣𝑚𝑎𝑥 in njuni 
standardni napaki. S pomočjo pridobljenih navideznih parametrov smo z enačbama 6 in 8, 
opisanima v poglavju 3.2.5, izračunali še intrinzični očistek ter ga ekstrapolirali na celotna 
jetra. Z enačbo 7 smo na koncu izračunali še standardno napako, ki nam pove, koliko smo 
bili pri naših meritvah natančni. Seveda si želimo, da je standardna napaka čim manjša, saj 
to pomeni, da vrednosti med seboj ne odstopajo preveč.  


























































1 5 10 20 40 60 80 100 150
 
 






























1 5 10 20 40 60 80 100 150
vmax = 0,8086 nmol/min/mg proteinov
KM = 71,74 µmol/L
 




V preglednici VIII smo zbrali podatke o navideznih parametrih encimske kinetike 
sulfatiranja BPS s citosolnimi frakcijami človeških jeter in vitro, intrinzični očistek, 
ekstrapolirani intrinzični očistek jeter ter pripadajoče standardne napake.  
Preglednica VIII: Encimski kinetični parametri sulfatiranja BPS in vitro. Podane so povprečne 
vrednosti s standardnimi napakami. 
kinetični parameter  izračunana vrednost standardna napaka 
𝑲𝑴 71,74 µmol/L 11,28 
𝒗𝒎𝒂𝒙 0,8086 nmol/min/mg proteinov 0,0612 
𝑪𝒍𝒊𝒏𝒕 0,0113 mL/min/mg 0,00197 
𝑪𝒍𝒊𝒏𝒕,𝒐 19,47 mL/min/kg 3,398 
Standardna napaka 𝐾𝑀 bi lahko bila posledica nenatančnosti pri pripravi vzorcev, saj na 
grafih vidimo, da vrednosti 2. paralelke odstopajo od ostalih dveh, to pa je vzrok za večje 
razlike med izračunanimi vrednostmi 𝐾𝑀. Sicer pa nam navidezni parametri sami po sebi 
ne povedo veliko o samem izločanju BPS iz človeškega telesa.  
Pridobljeni podatki lahko veliko pripomorejo k boljšemu razumevanju presnove BPS. Ker 
so nekatere študije pokazale, da se BPS v večji meri presnavlja z UGT do BPS 
glukuronida, smo se odločili, da bomo parametre glukuronidiranja primerjali s parametri 
sulfatiranja (preglednica IX). Prva izbrana študija opisuje glukuronidacijo BPS z modelom 
človeških rekombinantnih encimov in vitro, druga pa je bila izvedena na modelu 
mikrosomov. V okviru študije z rekombinantnimi encimi so želeli ugotoviti razlike v 
aktivnosti različnih človeških rekombinantnih encimov UGT pri glukuronidaciji dveh 
bisfenolov, zato smo zapisali vrednosti za dve najpomembnejši izoobliki, ki sodelujeta pri 
presnovi BPS,  UGT1A9 in UGT2A1. Ker gre za specifične encime, ki se lahko nahajajo v 
različnih tkivih, intrinzičnega očistka v tem primeru nismo izračunali.  
Vrednost 𝐾𝑀 nam pove, s kakšno afiniteto encim veže nase substrat, v našem primeru BPS. 
Pri reakcijah glukuronidacije se konstanta zelo razlikuje, pomembno razliko pa opazimo 
predvsem med posameznimi encimi. Tako ima večjo afiniteto do BPS izooblika UGT1A9. 
Poleg tega so bile vse vrednosti 𝐾𝑀 višje pri glukuronidaciji kot pri sulfatiranju, hkrati pa 
bile so višje tudi vrednosti 𝑣𝑚𝑎𝑥. To pomeni, da encimi UGT presnavljajo BPS hitreje kot 
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SULT, imajo pa do BPS nižjo afiniteto, kar potrjuje predpostavko, da je glavna pot 
metabolizma BPS glukuronidacija, saj se po njej BPS hitreje izloči iz telesa. Sulfatiranje 
poteka sicer počasneje, vendar pa ni zanemarljivo, saj predstavlja dodatno pot 
razstrupljanja in izločanja BPS. 
Preglednica IX: Kinetični parametri sulfatiranja in glukuronidiranja BPS. 
REAKCIJA sulfatiranje BPS 
glukuronidacija BPS 










kinetični parameter  izračunana vrednost 










𝑪𝒍𝒊𝒏𝒕 (µL/min/mg) 11,27  / 9,121 




Gramec Skledar D. 
(51) 
Karrer C. (52) 
Za izračun intrinzičnega očistka smo v modelu mikrosomov uporabili podatke iz 
preglednice VI. Vidimo, da med samima intrinzičnima očistkoma ni zelo velike razlike, se 
pa ta pozna pri ekstrapolaciji očistka na celotna jetra. Kljub visoki hitrosti, je očistek pri 
uporabi mikrosomov nižji kot pri uporabi citosolnih frakcij, čeprav gre za glukuronidacijo, 
ki naj bi predstavljala glavno presnovno pot za BPS. Možno je namreč, da se BPS v 
določenem delu veže na mikrosome. Zaradi tega se lahko poveča vrednost 𝐾𝑀, zmanjša pa 
𝑣𝑚𝑎𝑥 in je posledično intrinzični očistek nižji (53). Pogosto so zaradi različnih dejavnikov 
(pasivni transport, izguba aktivnosti celičnih prenašalcev, vezava na plazemske 
beljakovine, pomanjkanje kofaktorjev, itd.) kinetični podatki, določeni in vitro, drugačni 
kot dejanski v pogojih in vivo (54). 
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Kot smo že omenili v uvodu, intrinzični očistek opredeljuje sposobnost organa za presnovo 
učinkovine, neodvisno od njene vezave na beljakovine in pretoka krvi. Pri izračunu očistka 
jeter in vivo bi lahko uporabili enega izmed farmakokinetičnih modelov (npr. model 
dobrega mešanja), s katerim bi izvedli ekstrapolacijo rezultatov in vitro-in vivo. Pri tem bi 
upoštevali izračunani intrinzični očistek in vitro, pretok krvi skozi organ in delež nevezane 
spojine v krvi. Če bi si želeli torej bolje predstavljati, kako se BPS izloči iz telesa, bi 
morali opredeliti tudi njegovo vezavo na plazemske beljakovine, česar pa zaradi 
kompleksnosti izvedbe takega poskusa, v okviru magistrske naloge nismo mogli opraviti 
(53). 
Naši rezultati kljub omejitvam uporabljenega modela in vitro govorijo v prid hipotezi o 
pomembnem doprinosu sulfatiranja pri razstrupljanju BPS v telesu. Po drugi strani pa 
lahko tudi zaključimo, da s tem prispevkom odpiramo pot do nadaljnjih raziskav, ki so 






Zaradi podobne strukture kot BPA, ima tudi BPS neželeno endokrino delovanje, zato ga 
uvrščamo med kemične motilce endokrinega sistema. Ker predstavlja nevarnost za zdravje 
ljudi in živali, je pomembno, da proučimo njegov metabolizem in izločanje iz telesa. 
Sulfatiranje je poleg glukuronidacije pomembna presnovna pot BPS, saj se s tem poveča 
njegova topnost in izgubi biološka aktivnost. V okviru magistrske naloge smo zato izvedli 
poskus sulfatiranja BPS in vitro in opredelili navidezne kinetične parametre encimske 
kinetike.  
Eksperimentalni del smo izvedli v modelu s citosolnimi frakcijami človeških jeter in vitro, 
saj ta vsebuje sulfotransferaze. Z dodatkom kofaktorja PAPS smo poskrbeli za katalitsko 
aktivnost teh encimov in s tem za ustrezen potek reakcije sulfatiranja. Po računalniški 
obdelavi podatkov in prileganju krivulje smo določili encimske parametre. Vrednost 𝐾𝑀 je 
bila 71,74 µmol/L, 𝑣𝑚𝑎𝑥 pa 0,8086 nmol/min/mg proteinov. Pridobljene podatke smo nato 
primerjali s tistimi o glukuronidaciji BPS iz objavljenih študij. Ugotovili smo, da imajo 
tako UDP-glukuronoziltransferaze kot tudi sulfotransferaze zmerno visoko afiniteto do 
BPS, pri čemer pa ga prve (UDP-glukuronoziltransferaze) presnavljajo hitreje.  
Naši rezultati se skladajo z različnimi študijami, v katerih so ugotovili, da je glavna 
presnovna pot BPS konjugacija z glukuronsko kislino. Čeprav njegovo sulfatiranje poteka 
v manjši meri, pa ni zanemarljivo, saj predstavlja dodaten način zmanjšanja biološke 
aktivnosti in povečanja hidrofilnosti BPS, ki se nato hitreje izloči iz telesa.  
Za boljše razumevanje neželenih učinkov BPS so potrebne dodatne raziskave, s katerimi bi 
natančneje proučili njegov metabolizem, izločanje in možne mehanizme toksičnosti, še 
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